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Fig. 1 Synthesis and structure of HbA-HSAm cluster. 
Fig. 2 HPLC profiles (A) and Native-PAGE (B) of HbA-HSAm 
cluster and each component. 
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【目 的】 
臨床利用可能な赤血球代替物の実現を目指し、こ
れまで多くの製剤が開発されてきた。欧米では臨床
試験に進んだものもあるが、未だ実用化には至って
いない。ごく最近、我々は酸素輸送ヘム蛋白質であ
るウシヘモグロビン(HbBv、Mw：64,500)に複数個
のヒト血清アルブミン(HSA、Mw：66,500)を結合さ
せたコア－シェル型の(ヘモグロビン－アルブミン)
クラスタ (ーHbBv-HSAm)を合成し、それが新しい人
工酸素運搬体として機能することを見出した 1) 。
HSA には還元型のCys が一つしか存在しないため、
得られる化合物は必ずHbがコア、HSAがシェルの
クラスター構造となる。一方、実際に臨床応用を目
指す場合、ヒトHb(HbA)を原料とすることは重要な
要件の一つである。 
本研究は、HbA をコアとした HbA-HSAmを合成
し(Fig. 1)、その構造と酸素結合能を明らかにすると
ともに、Hbの高次構造をTense状態(T状態)に保つ
ことで、酸素親和性をヒト赤血球と同等に制御する
ことを目的とした。 
 
【結果および考察】 
1. HbA-HSAmの合成 
 高純度CO化HbAのPBS溶液([Hb]＝0.1 mM)に
架橋剤 Succinimidyl-[N-maleimidomethyl]cyclohexane- 
1-carboxylate(SMCC)を 20 倍モル量添加し、3 時間
撹拌後、ゲルろ過クロマトグラフィー(GFC)を用い
て未反応の架橋剤を除去した。得られたSMCC-HbA
をHSAのPBS溶液([HSA]＝1.0 mM)に滴下し、そ
のまま 14 時間撹拌した。反応生成物の HPLC 曲線
には、未反応 HSA よりも高分子量側に複数のピー
クが出現し、多量体の形成が明らかとなった(Fig. 
2A)。GFCを用いて、主要成分であるピーク II、III、
IVを単離、Native-PAGEからそれぞれが分子量の異
なる単一成分であることを確認した(Fig. 2B)。また、
反応生成物から未反応 HSA のみを除いた多量体混
合物も分離した(収率：85%、メト化率：3%)。 
 
2. HbA-HSAmの構造解析と物性評価 
単離した各クラスター成分のヘム・蛋白質定量か
ら、主要成分 II、III、IVはそれぞれHbにHSAが2、
3、4 個結合した HbA-HSAm(m＝2、3、4)であるこ
とがわかった(Table 1)。電気泳動により決定した等
電点(pI)は、いずれも5.1でありHSAと同等であっ
た。また、動的光散乱法により測定したHbA-HSA3(4
量体)の粒径は 8.9 nmであった。原料HbAの pI値
は7.0、粒径は5.0 nmなので、クラスターの表面電
荷はHbより低く、分子サイズはHbAより大きいこ
とが明らかとなった。 
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3. HbA-HSAmの酸素親和性制御 
酸素親和性(P50)、Hill係数(n)は、Hemox Analyzer
を用いて測定した酸素結合解離曲線より算出した。
HbA-HSA3(4 量体)の酸素結合解離曲線は赤血球
(RBC)に比べ左側へシフトし(Fig. 3)、酸素親和性は
高いことがわかった(P50＝8 Torr)。これは、酸素親
和性に影響を及ぼす鍵アミノ酸残基が架橋剤により
一部修飾されているためと考えられる。各クラスタ
ー成分の P50 は HSA 結合数によらず一定であった 
(P50＝8－9 Torr)。今後の酸素親和性の測定は多量体
混合物で行った。HbA-HSAmは生体内で酸素輸送能
出来る人工酸素運搬体としてなり得る。 
 
続いて、よりヒト赤血球に近い P50 を有するクラ
スターの合成について検討した。脱酸素化したHbA、
すなわちdeoxy-HbAはT状態と呼ばれる酸素親和性
の低い構造にある。Deoxy-HbA(Hb(T))をコアとすれ
ば、酸素親和性の低いクラスターが得られると考え
られる。未反応のSMCCを溶液中で不活化すること
により Hb(T)をコアとしたクラスター合成が可能と
なった。得られた HbA(T)-HSAm の酸素結合解離曲
線は通常のクラスターに比べ右側に大きくシフトし
(Fig. 3)、酸素親和性は低下した(P50は28 Torr、肺－
末梢組織間における酸素運搬効率は 27%)。T状態を
固定化すれば、さらに酸素親和性の低いクラスター
が合成できると考え、HbAの分子内架橋を利用した。
Deoxy-HbA に 架 橋 剤 Bis(3,5-diboromo-salicyl) 
fumarate(DBBF)を添加し、α鎖を分子内架橋した2)。
続いてこの ααHbA を用いて窒素雰囲気下で
ααHbA(T)-HSAmを合成した。その酸素親和性はさら
に低下した(Fig. 3)。deoxy-HbAを分子内架橋したこ
とにより、T状態が固定化されたためと考えられる。
以上の結果から、酸素親和性の異なる 3 種類の
HbA-HSAmを合成することに成功した。 
 
【結 論】 
 HbAにHSAを複数個結合したコア－シェル型の
HbA-HSAm を合成した。HbA-HSAm の表面電荷
は Hb より低く、分子サイズは Hb より大きい
(pI：5.1、HbA-HSA3：8.9 nm)。 
 HbA-HSAm の酸素親和性は赤血球に比べ高く、
HSA結合数によらず一定(P50＝8－9 Torr)。N2雰
囲気下で反応することにより酸素親和性を赤血
球と同等に制御したHbA(T)-HSAmが合成できた
(P50＝28 Torr)。 
 分 子 内 架 橋 ααHbA を コ ア と し た
ααHbA(T)-HSAm の酸素親和性はさらに低く、T
状態が固定化されたためと考えられる。 
 
【参考文献】 
1) T. Komatsu et. al., Biomacromolecules 2013, 14, 1816. 
2) R. Walder. et. al., Methods Enzymol. 1994, 231, 274. 
 
【発表リスト】 
学会発表 
日本化学会第92回春季年会(2012.3、神奈川)、第62
回高分子学年年次大会(2013.5、京都)、第 15 回
IUPAC 高分子錯体国際会議(2013.8、米国)、第 20
回血液代替物年次大会(2013.12、奈良)などにおいて
計14件。 
発表論文 
Covalent Core-Shell Architecture of Hemoglobin and 
Human Serum Albumin as an Artificial O2-Carrier, 
Biomacromolecules 2013, 14, 1816. 
受 賞 
第 15回 IUPAC高分子錯体国際会議において最優秀
ポスター賞及び IUPACポスター賞 
Table 1 Structure and physical properties of HbA-HSAm cluster. 
 
IV 
Pentamer 
III 
Tetramer 
II 
Trimer 
Mixture 
HSA/Hb 
(mol/mol) 
3.9 2.7 1.9 3.0 
Structure 
Hb-HSA4 Hb-HSA3 Hb-HSA2 
Hb-HSAm 
(m=1-4) 
Formation 
ratio (%) 
24 45 25 100 
pI 5.1 5.1 5.1 5.1 
Diameter 
(nm) 
10.2 8.9 7.6 8.7 
 
Fig. 3 O2-association and dissociation curve of HbA-HSAm, 
HbA(T)-HSAm and ααHbA(T)-HSAm. 
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